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論 文 内 容 要 旨
プロスタグランジンは多種類の同族体や異性体から成 り,それらは固有の生理活性を持ち生体
内で重要な役割を果た している。
近年,血 栓にかかわる心血管障害や心筋梗塞などの発症には,ト ロンボキサ ン(TX)/プロ
スタサイク リン(PGI)一バランスが関連す ることが明 らか とな り,こ れ ら疾病の治療 には,
TXA、生成阻害剤が有効であると考えられている。一方,疫 学的研究からエスキモー人には血栓
に起因する疾病が少ないとされており,これは食品に由来するn-3型脂肪酸の摂取のためであろ
うと推定されている。これらの研究においては,TXおよびPGIの生体内における追跡が必須で
あり,それら化合物の代謝物についての信頼性の高い微量分析法の開発が望まれている。
本研究では,まず,強 い血管収縮 と血小板活性化作用を有す るTXA,の生体内動態 を知 るた
め,そ の尿中主代謝物である11-dehydro-TXB、のガスクロマ トグラフィー/セレクテッ ドイオ ン
モニタリング(GC/SIM)による微量分析法を開発 した。11-dehydro-TXB、は,試料の液性によ
りラクトン型,ラ クトン環開環型,あ るいはそれらの共存状態で存在す ることが知 られている。
GC/SIMによる微量定量分析に際 しては通常ラクトン型 のままシリル化で きると考え られてい
るが,11-dehydro-TXB・は保存中にそのラクトン環が開環す るため,開 環体 の誘導体が副生す
ることも報告 されている。したがって,わ れわれはシリル化に先立ち,ア ルキルア ミンによるラ
ク トン環の開環を行ない,っ いで安定なアルキルア ミドとする新規誘導体化法を考案 した。本法
はエイコサペンタエン酸(EPA)の尿中代謝物の1っである11-dehydro-TXB,の検索同定 にも
利用できることを明 らかにした。
1.ラ ク トン環開環反応 を利用 した11-dehydro-TXB,の分析
11-dehydro-TXB2をdiazomethaneによ りメチルエステル とした後,n-propylamineによ って
ラク トン環 を開環 し,DMIPSIで処理 してGC/MSを 行 な った。1一メチ ルエ ス テルー11-n一プ ロ ピ
ルア ミ ドー9,12,15-DMIPSエーテル誘導体 に相 当する分子イオンは検出できないが,DMPSエ ー
テル誘導体 に特徴的で ある[M-C3H7]+イオ ン(m/z698)を基準 ピー クとす る単純 なマ ス スペ
ク トルを示 した。 この基準 ピークはm/z100以上 の全 イオ ン量 の約10%を 占 め,GC/SIMに よ
る微量分析 に用 いる ことがで きる。 このマススペク トルをFigure.1に示す。装置分解 能1000に
おける検 出感度 は5pgでS/N-35:1であ った。 本誘導 体 は これ まで のプ ロス タノイ ド誘導 体
では認 め られない興味 あ る開裂パ ター ンを示 した。そこで,精 密質量測定,massanalyzedion
ki職e七icenergyspectrometry(MIK:ES)によ って,本 誘導 体の開裂機構 を解析 した。 この結果,
高質量域 に観測 された フラグメン トイオ ンの多 くは,単 純開裂機構 によ り説明 され,低 質量域 に
一54一
観測 される シリコ ン原子を含む イオ ンは,6員 環遷移状態 あるいはジメチル シ リレン環 を経 由す
る極 めて特徴的 な開裂機構で あろ うと推定 した。また,同 一整数質量を有 しなが ら,イ オ ン構造
の異 なるフラグメ ン トイオ ン2組 を識別同定 した。 さ らに,11-dehydro-TXB・の関連 化合物 で
ある2,3-dinor-11-dehydro-TXB、にっ いて も同様 の誘導体 を調製 して開裂 機構 を調 べ る と,そ
のマススペク トルは,[M-C3H7]+イオ ン(m/z670)を基準 ピークとす る特徴 的な もので あ り,
2-3位の炭化水素の欠損 によ る明 らか な シフ トを除 いて は,11-dehydro-TXB・誘 導体 と同様 な
マススペク トルで,多 くの フラグメ ン トイオ ンは単純開裂機構 により説 明で きた。低質量域 に観
測 され るシ リコ ン原子を含 むイオ ンは,δ ラク トン環構造 をもっ ものに共通 であ った。本法 を応
用 して健常人 の尿 中のプ ロス タノイ ドをGC/SIMによ り分析す る と,11-dehydro-TXB,のほか,
2,3-dinor-11-dehydro-TXB、の存在 も確認 され た。
goo
80
??
?
?
?
?
:董40
餌 01
z
239
　む うロヌつもア
,二凱.試 、坦 」張
100300500700
凹assnumber
Figure1.Massspectrumofthe11-dehydro-TXB21-methylester-11.π.
propylamide-9,12,15-tris-DMIPSetherderivative
2.ヒ ト尿中11-dehydro-TXB,の分析
徳島大学医学部山本 らの グル ープの開発 した抗11-dehydro-TXB、モ ノ クロー ナル抗体 を リガ
ン ドとす る免疫親 和性 クロマ トグラフ ィーによ りク リー ンア ップを行 ったの ち,前 記 の誘導体 を
作製 し,GC/SIMによる ヒ ト尿 中11-dehydro-TXB2の測定法 を検討 した。 本法 によ り測 定 の障
害 となる尿中成分 由来 の爽雑物 の殆 どを除去 す ることがで き,信 頼性高 く簡 便 に尿 中11-dehydr
o-TXB2を測定 で きる ことが明 らか とな った。内部標準物質(IS)と して,[19,19,20,20-2H、]一
11-dehydro-TXB・を用 いた ヒ ト尿 中11-dehydro-TXB、の測定 の一例 をFigure.2に示 した。
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Figure2.Selectedionrecordingsofthe1-methylester-ll-n-propylamide-
9,12,15-tris-DMIPSetherderivativesof11-dehydro-TXB2
(m/z698.47)and[ZH,]11-dehydro-TXBz(m/z702.48)in
theimmunoextractob七ainedfromhealthymaleadulturine
overaGCretentiontimerangeof7-12min
3.内部標準物質としての重酸素標識体の利用
GC/SIMによるプロスタノイ ドの微量分析に用いる内部標準物質 として は簡便かっ迅速 に調
製可能な重酸素標識化合物が広 く利用 されており,入手困難な重水素標識体の代替 として利用 さ
れている。11-dehydro-TXB,の場合,カ ルボキシル基に加えてC-11位のラク トン環 カルボニル
基にも重酸素の導入されたP80,]体が得 られ るが,こ の標識体 は水中でのラク トン環開環反
応によりC-11位に置換された重酸素の50%を失 うことが容易に推測される。 したが って定量性
を高あるためにはC-11位に置換する重酸素を選択的に除去 し,カルボキシル基のみを標識 した
[180、]体を調製す る必要がある。実際にこの標識体を合成 し,ラ クトン環開閉環反応 を繰 り返
すと,C-11位の重酸素のみが除去でき,これが内部標準物質として利用可能であることを検量
線の傾きおよび相関係数より確認することができた。これより,中性および塩基性領域での抽出
精製操作の実施が可能となり,本標識体を免疫親和性を利用する抽出精製法に応用 し得 ることが
示唆された。
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4.ヒ ト尿中11-dehydro-TXB、の検索同定
EPAに富む海産物 の摂取を続けるとき,トロンボキサン(TX)A3の生体内での生成が予想
されるが,そ の存在を直接証明するに至っていない。そこで,EPA服用後の ヒ ト尿 を処理 して
GC/MSによるTXA,代謝物の検索を試みた。まず分離の条件を設定するたあ,2型 および3型
プロスタノイ ドのモデル化合物 としてPGF,、およびPGF,。を選び,これ らを分離するための基
礎的条件を検討 し,満足すべき分離条件を設定 した。この条件を用いるとPGI3代謝物の1つ で
ある△17-6-keto-PGF、、とそれに対応する2型化合物の相互分離にも満足すべ き結果が得 られ,一
般的な2型および3型 プロスタノイ ドの分離に利用できることが示唆された。っ ぎに,こ の分離
条件を用い,TXA,代謝物の1つ である11-dehydro-TXB、を尿中より検出することに成功 した。
これにより,摂取 したEPAがAAと ともに生体内においてTXA・に変換されることを初めて明
らかとすることができた。(Figure,3,4)
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Figure3.GC/HR-SIMresultsofthe1-methylester-ll-n-propylamide-9,12,15-tris-
DMIPSetherderivativesof(A)11-dehydro-TXBsand(B)11-dehydro-
TXB2in七heextrac七fromtheurineofthehealthyInalevolunteer
whohadreceiveddailyadministrationofEPA
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Figure4.Massspectraofthe1-methylester-ll-n-propylamide-9,12,15-tris-DMIPS
etherderivativesof(A)11-dehydro-TXB3intheextractfromhuman
urineand(B)11-dehydro-TXBa(CaymanChemicalCo.)
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審 査 結 果 の 要 旨
プロスタノイ ドは多種類の同族体か ら成り,それぞれ固有の強い生理活性を持ち,生 体 内で
重要な役割を果たしている。これ らのうち,thromboxane(TX)A、は血小板凝集作用や血管
平滑筋収縮作用などを持ち,動脈疾患や腎炎,高血圧などの発症に密接に関与す ることが知 られ
ている。
本研究 は,ま ずTXA、の生体内動態を知 るため,そ の尿中主代謝産物 であ る11-dehydro-
TXB・のガスクロマ トグラフィー/マススペクトロメ トリー(GC/MS)による微量分析法を検討
している。11-dehydro-TXB2は,ラクトン形とラクトン環開環形の2つ の形で存在す るたあ,
GC/MS分析のためそのままシリル化を行 うと2種類のシリル化体が生成 し,その定量が困難 と
なる。本研究ではシリル化体の作製 に先立ち,ア ルキルア ミンによるラク トン環の開環を行 って
アルキルアミドとした後 シリル化する新規誘導体化法を考案 して上記の難点を克服した。本法は,
eicosapentaenoicacid(EPA)の尿中代謝産物の1つ であるTXB3の検索同定 に も利用できる
ことも明 らかにしている。
つぎにTXB3のアルキルア ミドーシリル化誘導体のGC/MSにおける挙動を解析 した。Dime-
thylisopropylsilyl誘導体か らは,[M-C,H,]+イオ ン(m/z698)を基準 ピークとす る単純な
マススペク トルが得 られ,本 誘導体はこれまでのプロスタノイド誘導体ではみられない開裂パター
ンが観察されている。
またヒト尿中の11-dehydro-TXB、を定量するため,抗11-dehydro-TXB,モノクローナル抗体
を リガンドとして利用する免疫親和性クロマ トグラフィーを開発 した。本法によれば尿中の爽雑
物が除去されるため,簡便で感度のよい定量が可能である。
さらにGC/MSによるプロスタノイ ドを分析するための内部標準物質 として現在広 く利用 さ
れている重酸素標識体を簡便に合成す る方法を検討 している。すなわ ち,[1,1,11-180,]一11-
dehydro-TXB、を繰 り返 し塩基触媒存在下加水分解を行い,C11位に存在す る重水素を選択的に
除去することを試みた。この結果得 られる[1↓180,]一11-dehydro-TXB、は,抽 出操作中安定で
あり,有用性が高いことを明 らかにした。
EPAは機能性食品 として注目されている脂質であ り,摂取後の効果 にっ いての判断が求め ら
れている。本研究において,EPAは体内においてTXA3に変換され,そ の代謝物であるTXB,
が尿中に排泄 されることを証明 した。
以上本論文は,新規誘導体を作製することにより,ピコグラムレベルのプロスタノイ ドをGC 、
/MSにより分析することを可能とし,ヒ ト尿中のTXB群を分析 して種々のプロスタノイ ドの体
内動態を明らかにするための方法を開発 した内容を含み,学位論文として価値あるものと認める。
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